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【研究の背景・目的】 
Polyglutamine tract-binding protein 1 (PQBP1)は、天然変性領域をもつ 265 残基からな
るタンパク質であり、WW ドメイン、極性ドメインおよび C 末端ドメインの３つの機
能ドメインを有する。PQBP1 はスプライソソームの構成因子であり、スプライシング
因子 U5-15kD や WBP11 等に結合する。また、PQBP1 遺伝子の変異が原因で発症する
X 連鎖精神遅滞（XLMR）が、現在までに 11 種類見つかっている。PQBP1 遺伝子のフ
レームシフトによる変異では、C 末端ドメインの一部または全体が欠損する。  
我々は、PQBP1 遺伝子の変異による XLMR 発症の構造的基盤を調べるために、
PQBP1 の C 末端フラグメント（PQBP1-CT43）と U5-15kD のヘテロダイマー複合体の
X 線結晶構造解析と相互作用解析を行った。さらに、全長 PQBP1 の中の C 末端セグ
メント（220-265 残基）がどのような構造になっているのかを溶液 NMR で調べた。本
研究では C 末端セグメント（220-265 残基）のみを 13C/15N で標識した全長 PQBP1 を
作成し、溶液 NMR による解析を行った。  
【結果】 
1）PQBP1－U5-15kD 複合体の X 線結晶構造解析と相互作用解析  
我々は PQBP1-CT43と U5-15kDのヘテロダイマー複合体の X線結晶構造解析を行っ
た。その結果、PQBP1-CT43 の Tyr245, Pro248, Val251, Leu252 が U5-15kD の疎水性溝
と結合し、ヘテロダイマー複合体を安定化することがわかった。
PQBP1-CT43 と U5-15kD の相互作用を表面プラズモン共鳴測定（SPR）で解析した。
PQBP1-CT43 と U5-15kD の平衡解離定数（KD）は 19.7±3.4µM、全長 PQBP1 と U5-15kD
の KD値は 26.1±2.8µM であった。PQBP1-CT43 と全長 PQBP1 の KD値に大きな差がな
いことから、U5-15kD との相互作用には PQBP1 の C 末端 43 残基のフラグメントで十
分であることがわかった。さらに我々は、PQBP1-CT43 のアミノ酸を 1 つずつ変異さ
せて相互作用解析を行い、PQBP1 の YxxPxxVL 配列を U5-15kD 結合モチーフと決定し
た。
2) PQBP1 のセグメント同位体標識と溶液 NMR 解析
我々は Expressed protein ligation (EPL)を使って、全長 PQBP1 の C 末端 46 残基だけ
を安定同位体で標識した。PQBP1(1-219)と PQBP1(220-265)を別々に発現・精製した後、
これらのフラグメントを連結した。PQBP1(220-265)は 13C/15N で標識し、PQBP1(1-219)
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は非標識とした。これらのフラグメントを連結させるために、PQBP1(1-219)の C 末端
をチオエステル化し、PQBP1(220-265)の N 末端を Cys に変異させた。C 末端チオエス
テルは N 末端 Cys のチオール基と選択的に反応し、ペプチド結合を作ることがわかっ
ている。フラグメントの連結は、PQBP1(1-219)と PQBP1(220-265)を 1：10 のモル比で
混合し、pH 8.0, 37°C の条件で 16 時間反応させて行った。2 つのフラグメントが連結
されていることを SDS-PAGE で確認し、連結されてできた全長 PQBP1 を逆相高速液体
クロマトグラフィー（HPLC）で精製した。セグメント同位体標識 PQBP1 の純度は、
分析 HPLC と SDS-PAGE で確認した。  
MALDI質量分析の解析から、セグメント同位体標識 PQBP1 の分子量を 30,645 Da、
N フラグメントの分子量を 25,486 Da と決定した。これらの分子量の差は 5,159 Da で
あり、13C/15N 標識された C フラグメントの分子量 5,174 Da とほぼ同じであった。これ
らの結果は、得られたサンプルが、非標識の PQBP1(1-219)と 13C/15N 標識の
PQBP1(220-265)が連結された、セグメント同位体標識 PQBP1であることを示している。 
セグメント同位体標識 PQBP1 と PQBP1(220-265)のフラグメントについて、 1H-15N 
HSQC スペクトルを測定した。これら 2 つのスペクトルが類似していたことから、
220-265 残基の C セグメントは全長 PQBP1 の中で特定の構造をとっていないことがわ
かった。15℃で測定した三重共鳴三次元スペクトルを用いて主鎖に由来する NMR シグ
ナルの連鎖帰属を行った。連鎖帰属で得られたケミカルシフトを比較した結果、わず
かな違いが観測された。この違いは、全長 PQBP1 には非常に弱い分子内相互作用が存
在することを示唆している。
【考察】 
本研究では、PQBP1-CT43 と U5-15kD のヘテロダイマー複合体の X 線結晶構造解析
と相互作用解析を行い、PQBP1 の YxxPxxVL 配列を U5-15kD 結合モチーフであると決
定した。我々は、PQBP1 のフレームシフト変異体では YxxPxxVL モチーフが欠損して
いることを示した。これらの結果は、YxxPxxVL モチーフの欠損が XLMR の原因であ
ることを示唆している。
全長 PQBP1の中の C末端セグメントがどのような構造になっているかを調べるため
に、我々は 220-265 残基が 13C/15N で標識されたセグメント同位体標識 PQBP1 を作成
した。また、セグメント同位体標識と NMR を組み合わせることで、天然変性蛋白質の
分子内相互作用を検出できることがわかった。この研究は、天然変性タンパク質をセ
グメント同位体標識し、分子内相互作用を解析した初めての研究例である。溶液 NMR
による解析の結果、全長 PQBP1 の分子内相互作用は非常に弱いことが示された。した
がって、今回観測された分子内相互作用は、PQBP1 と U5-15kD の分子間相互作用には
影響を与えないと考えられる。我々の結果は、N フラグメントと分子内で弱く相互作
用している YxxPxxVL モチーフが、U5-15kD の疎水性溝と分子間相互作用することを
示している。
【論文審査の結果の要旨】
Polyglutamine tract-binding protein 1 (PQBP1) は、長大な天然変性領域をもつ核内タンパク質で
あり、WWドメイン、極性ドメインおよび C末端ドメインを有する。PQBP1はスプライソソー
ムの構成因子であり、スプライシング因子 U5-15kDやWBP11等に結合する。近年の研究により、
PQBP1は神経細胞の突起伸長に関与するタンパク質をコードする mRNAの選択的スプライシン
グに重要であることが明らかにされている。また、PQBP1は X連鎖精神遅滞の原因タンパク質で
あり、PQBP1遺伝子の変異による機能異常が精神遅滞の原因であると推定されている。しかしな
がら、PQBP1遺伝子の変異が、PQBP1の立体構造や機能にどのような影響をもたらすのかは解
明されていない。学位申請者の鍋島裕子氏は、PQBP1と U5-15kDの相互作用解析を行い、PQBP1
のC末端領域にあるYxxPxxVLモチーフが、U5-15kDの疎水性溝に結合することを明らかにした。
さらに、PQBP1の分子内において、YxxPxxVLの一部を含む領域が N末端側のセグメントと非常
に弱く相互作用することを明らかにした。本学位論文の内容と審査結果は以下の通りである。
1）PQBP1－U5-15kD複合体の X線結晶構造解析と相互作用解析 
PQBP1と U5-15kD の相互作用を表面プラズモン共鳴で解析し、全長 PQBP1と U5-15kD の平衡
解離定数（KD）を 26.1±2.8µM、PQBP1の C末端側 43残基のフラグメント（PQBP1-CT43）とU5-15kD
の KDを 19.7±3.4µMと決定した。PQBP1-CT43と全長 PQBP1の KD値に大きな差がないことから、
U5-15kDとの相互作用には PQBP1の C末端 43残基で十分であることが示された。 
本研究では、PQBP1-CT43と U5-15kDのヘテロダイマー複合体の X線結晶構造が決定された。
その結果、PQBP1の Tyr245, Pro248, Val251, Leu252（YxxPxxVLモチーフ）が U5-15kDの疎水性
溝と結合し、ヘテロダイマー複合体を安定化することが示された。この YxxPxxVLモチーフは、
精神遅滞に関連する PQBP1のフレームシフト変異体で共通して失われていた。さらに、
PQBP1-CT43と U5-15kDの相互作用解析を行い、YxxPxxVLモチーフが PQBP1－U5-15kD複合
体の形成に必須であることが示された。これらの結果は、YxxPxxVLモチーフの欠損によるスプ
ライソソームの不安定化が、精神遅滞の原因であることを示唆している。
2) PQBP1のセグメント同位体標識と溶液 NMR解析
Expressed protein ligation (EPL)法を全長 PQBP1に適用し、C末端 46残基だけを安定同位体で標
識した。この実験では、PQBP1(220-265)を 13C/15Nで標識し、PQBP1(1-219)を非標識とした。さら
に、フラグメントを連結させるために、PQBP1(1-219)のC末端をチオエステル化し、PQBP1(220-265)
に Gly220Cys 変異を導入した。フラグメントの連結は、PQBP1(1-219)と PQBP1(220-265)を 1：10
のモル比で混合し、pH 8.0, 37°Cの条件で 16時間反応させて行った。 
MALDI質量分析の結果から、セグメント同位体標識 PQBP1の分子量を 30,645 Da、PQBP1(1-219)
の分子量を 25,486 Da と決定した。これらの分子量の差は 5,159 Da であり、 13C/15N 標識
PQBP1(220-265)の分子量（5,174 Da）とほぼ一致した。これらの結果は、非標識 PQBP1(1-219)と
13C/15N標識 PQBP1(220-265)を連結することにより、セグメント同位体標識 PQBP1が得られたこと
を示している。
セグメント同位体標識 PQBP1と PQBP1(220-265)フラグメントについて、溶液 NMRによる解
析を行った。その結果、PQBP1の分子内において、C末端領域に含まれる R224, L252, R253, A254
が N末端側のセグメントと非常に弱く相互作用していることが示された。したがって、PQBP1
の分子内で N末端側と非常に弱く相互作用している YxxPxxVLモチーフが、U5-15kDの疎水性溝
と分子間で相互作用すると考えられる。また本研究は、セグメント同位体標識と溶液 NMRを組
み合わせることで、分子内の非常に弱い相互作用を検出した初めての研究例である。
以上のように申請者は、PQBP1と U5-15kDの分子間相互作用を詳細に解析し、PQBP1遺伝子の
フレームシフト変異を伴う精神遅滞においては、YxxPxxVLモチーフの欠損により PQBP1の機能
異常が生じることを示した。また、セグメント同位体標識と溶液 NMRの手法を用いて、全長 PQBP1
において非常に弱い分子内相互作用が存在することを示した。これらの研究内容は国際学術雑誌に
掲載され、国内外で高く評価されている。
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